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ABSTRACT 
Ontwikkeling van een bepalingsmethode voor magere melkpoeder in kunstmelkvoeder met FPLC. 
Development of a methad tor the delerminatien of skimmed milk powder in animal feedingstuffs 
by FPLC. 
Report 91 .30 July 1991 
H.J. Korbee, H.J. van der Kamp, R. Frankhuizen 
DLO-State lnstitute tor Quality Control of Agricultural Produels (RI KILT -DLO) 
PO Box 230, 6700 AE Wageningen, The Netherlands. 
8 figures, 5 references, 2 tables, 3 annexes 
According to EC-regulations, financlal support is given tor the processing of skimmed milk powder 
(SMP) in animal feedingstuffs. 
The member stales have the obligation to control the declared amount of SMP by the Rasmini 
method. This methad has saveral drawbacks: soy, fish- and wheyproteins interfere, coprecipitation 
of p-Lactoglobulin on some caseins in heigh heat milk powders gives erroneous results. 
A FPLC methad was developed tor the delerminatien of SMP based on the separation of p-caseln 
using the anion exchange column MONO Q HR 5/5. Sample preparatien involves reconstitution of 
the feedingstuffs in 0.05 M EDTA (pH 8.5) foliowed by dissolving milkprotein in tris I ureum buffer 
(pH 8.5). The non-soluble compounds are removed by centrifugation and filtration. The separation 
was optimised using a sodium chloride gradient (0.2 M --> 0.5 M) in trisbuffer (pH 8.5) containing 
6 M urea. Quantification is done by camparing the amount of p-casein in a standard skimmed milk 
powder with the amount of p-casein in the animal feedingstuffs. The methad was tested on home 
made feedingstuffs. The recovery of SMP with this methad is 99% also at the lew range of SMP. 
Matrix compounds, particularly soy- and whey proteins, starch, fat and premix do net Interfere the 
analysis and the degree of heating of the processed SMP does nat influence the result. 
The FPLC-method is lineair, reproduelbie and rapid, allowing the analysis of a large number of 
samples. 
The determination of butter milk powder, expressed as SMP, is nat possible because of the bad 
solubility of butter milk powders. 
Keywords: animal feedingstuffs, caseins, FPLC, milk powder, ion-exchange chromatography 
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SAMENVATTING 
Op grond van EEG-verordening 1725/79 wordt financiële steun verleend voor de verwerking van 
magere melkpoeder (MMP) en ondermelk in kunstmelkvoeders (KUVO's). 
De verwerkte hoeveelheid MMP kan gecontroleerd worden m.b.v de Resmini-methode welke 
gestoord kan worden door niet-melkeiwitten, zoals soja- en viseiwitten maar ook door wei-eiwitten 
en lecithine. Daarnaast kan de verwerking van MMP, gedroogd bij hoge temperatuur (zgn. high-heat 
poeder) te hoge waarden geven, veroorzaakt door de coprecipitatie van wei-eiwitten met caseines. 
Doel van dit onderzoek is een analysemethode te ontwikkelen voor de bepaling van MMP in KUVO 
die ook bij verwerking van lage percentages MMP betrouwbare resultaten geeft. Bovendien moet 
de opwerking van de monsters relatief eenvoudig zijn terwijl de verhittingsgraad van de MMP en de 
matrixbestanddelen het analyseresultaat niet mogen beïnvloeden. Tevens is onderzocht of het 
gehalte zoete en zure karnemelkpoeders (toegevoegd i.p.v. MMP) bepaald kan worden indien deze 
zijn verwerkt in KUVO's. 
Er is een methode ontwikkeld die berust op de kwantitatieve bepaling van caseines. Hiertoe worden 
de KUVO's gereconstitueerd in een 0.05 M EDTA-oplossing en daarna gedissocieerd in 6 M ureum. 
Na centrifugeren en filtreren worden de caseines gescheiden van de matrix op een anionenwisselaar 
met Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC), uitgaande van een zoutgradient. 
Het gehalte aan MMP in KUVO's wordt bepaald aan de hand van het p-caseinegehalte. De bepaling 
wordt niet beïnvloed wanneer de verwerkte MMP een hittebehandeling heeft ondergaan. Voor 
aS-caseines worden naarmate de verhittingsgraad toeneemt te hoge waarden gevonden hetgeen 
wordt veroorzaakt door de coprecipitatie met p-lactoglobuline (wei-eiwit) tijdens de hittebehandeling. 
Uit het onderzoek bleek verder dat de reconstitutie met 0.05 M EDTA van essentieel belang is 
omdat anders bij verwerking van premix (mineralen- en vitaminepreparaat) in de KUVO geen goede 
FPLC-scheiding wordt verkregen en te lage gehalten aan MMP worden gevonden. De andere be-
standdelen die in KUVO's verwerkt worden zoals sojameel, zetmeel, vetkern en weipoeder storen 
de bepaling niet. De methode is niet geschikt voor de bepaling van karnemelkpoeders i.v.m. hun 
slechte oplosbaarheid. 
Met de methode kunnen gehalten aan MMP van 4-1 00% in KUVO's lineair bepaald worden. De 
gemiddelde berekende recovery van MMP bedraagt 99% met een standaarddeviatie van 4.5%. De 
herhaalbaarheid van de methode bedraagt 1% absoluut + 3% relatief van het gevonden gehalte 
aan MMP. De aantoonbaarheidsgrens is vastgesteld op 2% MMP, de bepaalbaarheidsgrens op 4% 
MMP in KUVO. 
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1 INLEIDING 
Op grond van EEG-verordening 1725/79 wordt financiële steun verleend voor de verwerking van 
magere melkpoeder (MMP) en ondermelk in mengvoeders (kunstmelkvoeders (KUVO's)}. Tevens is 
het toegestaan MMP te vervangen door zoete en zure karnemelkpoeder (KMP). 
De lidstaten zijn verplicht de gedeclareerde percentages verwerkte MMP te controleren. Dit gebeurt 
door administratieve controle bij de verwerkende industrie. Daarnaast bestaat de mogelijkheid de 
verwerkte hoeveelheid MMP te controleren langs chemisch-analytische weg m.b.v de Rasmini-
methode welke gebaseerd is op enzymatische coagulatie van caseines. De Rasmini-methode 
(EEG-publicatieblad L336} heeft een aantal nadelen; de analyse kan gestoord worden door 
niet-melkeiwitten, zoals soja- en viseiwitten maar ook door wei-eiwitten en lecithine. Daarnaast kan 
de verwerking van MMP, gedroogd bij hoge temperatuur (zgn. high-heat poeder) te hoge waarden 
geven, te wijten aan de binding van p-lactoglobuline met K-caseine (de •schil" van het caseinemicel) 
en aS-caseïne. Interlaboratoriumtests hebben aangetoond dat met name bij de verwerking van lage 
percentages MMP ( < 45%} met de Rasmini-methode te hoge waarden worden gevonden. Voor 
KMP's worden met de Rasmini-methode te lage gehalten gevonden omdat de KMP's slecht 
oplosbaar zijn. 
Bij het hier beschreven onderzoek is uitgegaan van een methode beschreven door Haasnoot e.a. 
waarbij semi-kwantitatief koemelk in schape- en geitemelk wordt aangetoond door scheiding van de 
caseinas op een anionenwisselaar met Fast Protsin Liquid Chromatography (FPLC), uitgaande van 
een zoutgradient. De ontwikkeling van de methode is gericht op de kwantitatieve bepaling van 
p-caseine en de aS-caseines. 
Doel van dit onderzoek is een analysemethode te ontwikkelen voor de bepaling van MMP in KUVO 
die ook bij verwerking van lage percentages MMP betrouwbare resultaten geeft. Bovendien moet 
de opwerking van de monsters relatief eenvoudig zijn terwijl de verhittingsgraad van de MMP en de 
matrixbestanddelen het analyseresultaat niet mogen beïnvloeden. Tevens is onderzocht of de 
bepaling van zoete of zure KMP in KUVO's, uitgedrukt als MMP, mogelijk is. 
2 MATERIAAL EN METHODE 
2. 1 Materiaal 
Bij het onderzoek is gebruik gemaakt van een groot aantal verschillende soorten magere 
melkpoeder, karnemelkpoeder en matrixbestanddelen (weipoeder, sojameel, vetkern, zetmeel, premix 
etc.) welke in de praktijk worden gebruikt bij de bereiding van KUVO's. In bijlage A staan de 
gegevens van de gebruikte monsters weergegeven. 
Voor de standaardisatie van de MMP-gehaltebepaling is tijdens de hele proef gebruik gemaakt van 
de NIZ0-0 standaard, welke in EEG verband wordt gebruikt als blanco bij de bepaling van 
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lebweipoeder in magere melkpoeder (EEG-publicatieblad L 228). Het betreft hier een 1 00% MMP 
met een eiwitgehalte van 36.3% en een caseïne-index van 81.8%. 
2.2 Methode 
Uitgaande van de door Haasnoot e.a. beschreven methode zijn een aantal oriênterende analyses 
uitgevoerd met de standaard (NIZ0-0). 
Het resultaat was een zeer slecht te reproduceren chromatogram. Dit uitte zich in een grote variatie 
. in piekvorm (piekhoogte en piekoppervlak) van zowel p- als de aS-caseines. Vooral het thermosteren 
van de kolom en het verloop van het gradlent-programma bleek van zeer grote invloed. Het gebruik 
van een lineaire gradient (zie figuur 1) over het totale scheidingsgebied gaf een zeer stabiel en 
goed te reproduceren resultaat. Uitgaande van onderstaande werkwijze wordt een optimale 
scheiding van p- en aS-caseïne bereikt (zie figuur 2). 
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Figuur 1: Schematische weergave van de lineaire zoutgradient toegepast bij de FPLC-analyse 
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Figuur 2: Chromatagram van de NIZ0-0 standaard met een lineaire zoutgradient. 
Werkwijze (zie ook bijlage C): 
2 gram KUVO (of melkpoeder) wordt opgelost (gereconstitueerd) in 20 mi water van 40°C. Aan 10 
gram van deze oplossing wordt 5 gram ureum en 1 0 mi eluens A (low-strength buffer) toegevoegd. 
Dit mengsel wordt gehomogeniseerd gedurende tenminste 30 min. Hierna wordt een aliqout 
gecentrifugeerd (15 min, 4°C en 8500 g) waarna het heldere deel van het centrifugaal wordt 
gefiltreerd over een filter van 0.2 J'm. 
25 J.ll van het filtraat is geïnjecteerd in het FPLC-systeem. Er is een lineaire zoutgradient van 1 00% 
0.2 M NaCI (in TristUreum-buffer pH 8.5) naar 50% 0.2 M NaCI I 50% 0.5 M NaCL in 20 minuten 
gebruikt. Na elutie van de aS-caseines wordt de kolom gespoeld met eluens B (0.5 M NaCL) 
gedurende 5 min. 
Uit de verhouding van de piekoppervlakten van resp. aS- en .s-caseines in de KUVO en het NIZ0-0 
standaardmonster wordt het gehalte aan MMP in de KUVO berekend. 
Bij de ontwikkeling van de methode is onderzoek verricht naar: 
- de invloed van hitte behandelde MMP (high-heat poeders) op de bepaling; 
- storende invloeden van de overige matrixbestanddelen. 
3 ONTWIKKELING VAN DE METHODE 
3.1 Invloed verhittingsgraad melkpoeders 
Zoals bekend (EEG-publicatieblad L336) kan verwerking van magere melkpoeder, gedroogd bij hoge 
temperatuur (high-heat), te hoge waarden geven bij de analyse met de Resmini-methode. Dit wordt 
veroorzaakt door coprecipitatie van wei-eiwitten met enkele caseines. Om de invloed van de 
verhittingsgraad op de MMP-bepaling met FPLC te onderzoeken zijn 9 monsters met uiteenlopende 
verhittingsgraad (= WPN-index) afkomstig van de EEG met zowel de Rasmini-methode als met 
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FPLC-methode onderzocht. Tevens zijn bij het Centraal Orgaan Zuivelcontrole (COZ) 14 monsters 
van bekende oorsprong en bekende verhittingsgraad opgevraagd en onderzocht. De resultaten zijn 
grafisch weergegeven in de figuren 3 en 4. 
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Figuur 3: Relatie tussen de WPN-index en het MMP-gehalte bepaald met FPLC en Rasmini 
(EEG-monsters). 
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Figuur 4: Relatie tussen de WPN-index en het MMP-gehalte bepaald met FPLC en Rasmini 
(COZ-monsters). 
Opmerking: De hoge MMP-gehalten berekend op p-caselne worden veroorzaakt door de relatief 
hoge p-caseinegehalten in de monsters t.o.v. de NIZ0-0 standaard. 
Uit de resultaten blijkt dat de MMP-gehalten op basis van p-caseine met FPLC niet wordt beïnvloed 
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door de hittebehandeling van de magere melkpoeder. Voor de MMP-gehalten op basis van 
aS-caseïne worden naarmate de verhittingsgraad toeneemt te hoge waarden gevonden. Dit wordt 
veroorzaakt door de coprecipitatie met p-lactoglobullne (wei-eiwit) hetgeen ook in de literatuur wordt 
beschreven door Beeby e.a. 
Het mechanisme om de caseinas te lsoleren bij de Rasmini-methode Is gebaseerd op coagulatie 
van alle caseinas (het complete caselnemicel). Doordat bij de hittebehandeling p-lactoglobuline aan 
de caseïnemicellen wordt gebonden, worden te hoge gehalten verkregen. 
De FPLC-methode is gebaseerd op een tegengesteld principe. Bij deze methode wordt door de 
inwerking van ureum, het totale caseïnemicel •ontbonden•. Daarna wordt het "hitte ongevoelige• 
p-caseine van de andere caseinas en de matrix gescheiden waarna kwantificering mogelijk is. Op 
grond van deze bevindingen is in het verdere onderzoek alleen nog gekwantificeerd op het 
p-caseinegehalte. 
Tevens bleek uit de FPLC-chromatogrammen dat de piekvorm van aS-caseïne van hoog verhitte 
(high-heat) poeders breder was. Om te onderzoeken of dit veroorzaakt wordt door verhitting, Is een 
rauwe melk gedurende 5 minuten verhit bij 1 00°C. De verhitte en onverhitte melk zijn vervolgens 
geanalyseerd met FPLC. In figuur 5 zijn de chromatagrammen opgenomen waaruit blijkt dat de 
brede pieken inderdaad ontstaan na verhitting hetgeen veroorzaakt wordt door de binding van 
p-lactoglobuline aan aS-caseïne. 
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Figuur 5: Chromatagram van rauwe melk (A) en van rauwe melk verhit gedurende 5 min. bij 1 00°C 
(B). 
3.2 Onderzoek naar de matrixinvloeden 
Uit een inventarisatie naar de samenstaling van de bij het RIKILT-DLO aangeboden KUVO's in de 
periode 1989/90 bleek dat deze veelal worden samengesteld uit de volgende componenten: MMP, 
weipoeder, soja-eiwitten, zetmeel, vetkern en premix. Het is toegestaan de MMP (gedeeltelijk) te 
vervangen door karnemelkpoeders. Allereerst zijn deze matrixcomponenten afzonderlijk van elkaar 
onderzocht. Er is vooral gelet op problemen tijdens de opwerking en tijdens de FPLC-analyse. 
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Figuur 6 : Chromatagrammen van de matrixcomponenten: weipoeder, vetkern, sojameel, zetmeel 
en premix. 
Tijdens de opwerking bleek dat vetachtige- en onoplosbare bestanddelen problemen konden 
veroorzaken bij de filtratie. Het trapsgewijs filtreren over resp. een 1.2 J.Jm, een 0.45 J.Jm en een 0.2 
J.Jm filter bood een goede oplossing. 
Uit de chromatagrammen blijkt dat geïsoleerd opgewerkte en gechromatografeerde matrixcomponen-
ten de FPLC-analyse niet storen. 
Vervolgens zijn van de diverse matrixcomponenten twee mengsels gemaakt. Aan deze twee 
mengsels zijn verschillende MMP's in concentraties van 10 en 50% toegevoegd (zie bijlage B). 
De mengsels van de matrixcomponenten en de MMP (modelkuvo's) zijn opgewerkt en geanalyseerd 
met FPLC. In de chromatagrammen kwamen storende componenten voor (zie figuur 7A). Opvallend 
was dat de recovery van de MMP te laag was: gem. ca. 60% recovery voor de "1 0%" KUVO's en 
ca. 80% voor de "50%' KUVO's (zie ook tabel 1). 
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Figuur 7A en 7B: Chromatagram van een modelkuvo gereconstitueerd in water (A) of in 0.05 M 
EDTA (B). 
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Na een groot aantal experimenten bleek de invloed van de premix (mineralen- en vitaminepreparaat) 
de oorzaak van de slechte recovery's. Na reconstitutie van de KUVO in 0.05 M EDTA (ook 
beschreven door 8raun e.a.) waren de storende componenten in het chromatagram (zie figuur 78) 
verdwenen en werd de MMP volledig teruggevonden. In tabel 1 staan de resultaten weergegeven 
van de analysen met en zonder het gebruik van EDTA. Vermoedelijk •schermen• de in de premix 
aanwezige positief geladen ionen de negatief geladen caseinas af. Hierdoor wordt de binding van 
het caseïne aan de anion-exchange kolom bemoeilijkt. Door complexering van de positief geladen 
ionen met EDTA wordt deze afscherming voorkomen. 
Tabel 1: Gehalte aan MMP in % in de modelkuvo's gevonden met en zonder EDTA in de 
monstervoorbereid ing. 
Modelkuvo 10% MHP Modelkuvo 50% MHP 
Soort MHP Zonder EOTA Met EOTA Zonder EOTA Met EOTA 
High-heat 6.0 9.6 42.2 48.2 
Mecfi un- heat 6.6 10.4 43.6 52.1 
Low-heat 5.8 10.2 42.8 50.1 
Extra low-heat 6.0 10.1 44.1 51.4 
NI Z0-0 6.1 9.7 38.3 49.0 
MHP laag eiwit 6.6 8.9 39.9 47.8 
MHP hoog ei wit 5. 7 9.6 40. 6 47.5 
4 TOETSING VAN DE METHODE 
4.1 Lineariteit 
De lineariteit is bepaald door MMP (NIZ0-0) en het matrixmengsel A (zie bijlage 8) in dusdanige 
verhoudingen te mengen, dat een ijkreeks werd verkregen met MMP-gehalten van resp. 10, 25, 50, 
75 en 1 00%. Deze standaardmengsels zijn geanalyseerd vlgs. de werkwijze zoals omschreven In 
het analysevoorschrift (bijlage C). Het resultaat is een ijklijn met een correlatiecoefficient van 0.9998. 
Gesteld kan worden dat de methode lineair is over het gebied van 0-1 00%. 
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Figuur 8: Ijklijn van MMP (NIZ0-0) in KUVO. 
4.2 Recovery en herhaalbaarheid 
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Van de modelkuvo's (zie bijlage B) is volgens het In bijlage C opgenomen voorschrift het 
MMP-gehalte bepaald. Tevens is het MMP-gehalte bepaald met de Resmini-methode in duplo 
bepaald (EEG Publicatieblad nr L 296). De resultaten staan weergegeven in Tabel 2. 
De gemiddelde berekende recovery van MMP bedraagt 99% met een standaarddeviatie van 4.5%. 
Voor zure en zoete karnemelkpoeders worden lage reeoverles gevonden (tussen 54 en 76%). Dit 
wordt veroorzaakt door de slechte oplosbaarheid van zowel zure als zoete karnemelkpoeder. 
Uit de resultaten is de herhaalbaarheid berekend. Op het niveau van 1 0% MMP in KUVO is de 
herhaalbaarheid 1.1 %, op het niveau van 50% MMP in KUVO 1.9% en op het niveau van 100% MMP 
3. 7%. Gesteld kan worden dat het verschil tussen de uitkomsten van twee bepalingen, gelijktij-
dig of kort na elkaar uitgevoerd onder gelijke omstandigheden door dezelfde persoon niet groter 
dient te zijn dan 1% absoluut + 3% relatief van het gevonden gehalte aan MMP. 
Naast de analystische spreiding dient men bij de interpretatie van de analyseresultaten rekening te 
houden met de natuurlijke spreiding in het p-caseinegehalte van MMP. Een goede manier om voor 
de natuurlijke spreiding in het p-caseïnegehalte van MMP te corrigeren is te kwantificeren aan de 
hand van de MMP die verwerkt is in de betreffende KUVO. 
Uit tabel 2 blijkt verder dat de gehalten aan MMP gevonden met de FPLC-methode in de 
modelkuvo's niet gestoord wordt door de verhittingsgraad van de MMP (in tegenstelling tot de 
Resmini-methode). 
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Tabel 2: Gevonden gehalten aan MMP in de modelkuvo's bepaald met FPLC-methode in duplo 
(analyse A en B en het gemiddelde) en met de Resmini-methode (gem. waarde van de duplo's). 
Monster Analyse A Analyse B Gemiddeld Resmini 
High-Heat 10% 9.6 9.6 9.6 15.6 
Medh.m-Heat 10% 10.2 10.6 10.4 14.2 
Low-Heat 10% 10.2 10.2 10.2 13.8 
Extra Low-Heat 10% 10.2 10.0 10.1 12.9 
NIZ0-0 10% 10.0 9.4 9.7 12 .4 
MMP 10% laag eiwit 8.6 9.2 8.9 12.2 
MMP 10% hoog eiwit 9.9 9.4 9.6 13.8 
KMP 10% (zure) 5. 1 5.6 5.4 9.6 
KMP 10% (zoete) 7.0 7.2 7. 1 12 .2 
High-Heat 50% 48. 2 48. 2 48. 2 58.6 
Medium-Heat 50% 52.1 52.0 52.1 55.1 
Low-Heat 50% 49.3 51.0 50.2 52.5 
Extra Low-Heat 50% 51.7 51.2 51.4 49.2 
NIZO·O 50% 49.0 49.1 49.1 49.9 
MMP 50% laag eiwit 48.6 46.9 47.8 48.7 
MMP 50% hoog eiwit 47.7 47.3 47.5 53.7 
KMP 50% (zure) 26.9 30.7 28.8 35.4 
KMP 50% (zoete) 35.7 35.8 35.8 43.7 
High-Heat 100% 102.1 104.2 103.2 114.6 
Medium-Heat 100% 105.6 105.5 105.6 108.1 
Low-Heat 100% 103.6 105.5 104.6 101.6 
Extra Low-Heat 100% 104. 5 104.9 104.7 96.6 
NIZ0-0 100% 97.4 101.0 99. 2 97.2 
MMP 100% laag eiwit 99.4 97.9 98.7 97.5 
MMP 100% hoog e iwit 98.6 99.7 99.2 109.6 
KMP 100% (zure) 59.0 58.5 58.8 72.3 
KMP 100% (zoete) 74.0 77.5 75.8 90.6 
4.3 Aantoonbaarheids-/bepaalbaarheidsgrens 
De aantoonbaarheidsgrens is bepaald door aan de KUVO-matrix een hoeveelheid MMP (NJZ0-0) toe 
te voegen overeenkomend met een MMP-gehalte van 0.5, 1.0, 2.0, en 5.0% in KUVO. Deze 
mengsels zijn geanalyseerd vlgs. de werkwijze zoals omschreven in het analyse voorschrift (bijlage 
C). De aantoonbaarheidsgrens is vastgesteld op 2% MMP in KUVO. Hieruit voortvloeiend is de 
bepaalbaarheidsgrens 4% MMP in KUVO (2 * de aantoonbaarheidsgrens). 
5 CONCLUSIE 
Het gehalte aan MMP wordt bepaald aan de hand van het p-caseinegehalte omdat dit gehalte niet 
beïnvloed wordt wanneer de verwerkte MMP een hittebehandeling heeft ondergaan. Voor aS-caseine 
worden naarmate de verhittingsgraad toeneemt te hoge waarden gevonden hetgeen wordt veroor-
zaakt door de coprecipitatie met p-Jactoglobuline (wei-eiwit) tijdens de hittebehandeling. 
Uit het onderzoek bleek verder dat de reconstitutie met 0.05 M EDTA van essentieel belang is 
omdat anders bij verwerking van premix (mineralen- en vitaminepreparaat) in de KUVO geen goede 
FPLC-scheiding wordt verkregen en te lage gehalten aan MMP worden gevonden. 
17 
De andere bestanddelen die in KUVO's verwerkt worden zoals sojameel, zetmeel, vetkern en 
weipoeder storen de bepaling niet. De methode is niet geschikt voor de bepaling van kar-
nemelkpoeders i.v.m. hun slechte oplosbaarheid. 
Met de methode kunnen lineair gehalten aan MMP van 4-100% in KUVO's bepaald worden. De 
gemiddelde berekende recovery van MMP bedraagt 99% met een standaarddeviatie van 4.5%. De 
herhaalbaarhied van de methode bedraagt 1% absoluut + 3% relatief van het gevonden gehalte 
aan MMP. De aantoonbaarheidsgrens is vastgesteld op 2% MMP, de bepaalbaarheidsgrens op 4% 
MMP in KUVO. 
LITERATUUR 
Beeby A., Hili A.D. en Snow N.S. 
Milk protein res~arch and milk technology. 
In: McKenzie, H.A.(ed.). Milk Protein, chemistry and molecular biology, Volume 11, New York and 
London, Academie Press, 1971, 437. 
Braun F., Krause I. en Klostermeyer H. 
Efficient determination of skim milk powder, casein, whey protein and total milk protein in compound 
feedingstuffs by isoelectric focusing and laser densitometry. 
Milchwissenschaft 45, (1), 1990, 3-9. 
EEG Publicatieblad L228/1 o d.d. 22-8-1990, Bijlage IV: Opsporing van lebweipoeder in 
magere-melkpoeder en mengsels, als bedoeld in verordening (EEG) nr. 1725/79. 
EEG Publicatieblad nr L 296 d.d. 5-11-1980, Bijlage 111: Bepaling van de hoeveelheid 
magere-melkpoeder in diervoeders, door enzymatische coagulatie van paracaseine. 
Haasnoot W. , Venema D.P. en Elanbaas H.L. 
Determination of cow milk in the milk and cheese of ewes and goats by tast protsin liquid 
chromatography. 
Milchwissenschaft 41 (10}, 1986, 642-645. 

BIJLAGE A: Gegevens van het gebruikte monstermateriaaL 
Hittebehandelde magere melkpoeder: 
-Afkomstig van de EEG 
Monstercode hitte klasse WPN-index 
EEG1 ELH 8 .2 
EEG2 ELH 8.0 
EEG3 LH 7.6 
EEG4 LH 6.7 
EEG5 MH 4.0 
EEG5a MH 3.4 
EEG6 MH 5.6 
EEG? HH 1.0 
EEG8 HH 1.0 
ELH = extra-low heat; LH= low heat; HH =high heat 
-Afkomstig van het COZ 
Monstercode hitte klasse WPN-index 
COZ1 HH 0.6 
COZ2 HH 1.3 
COZ3 HH 1.2 
COZ4 MH 4.9 
cozs MH 5.1 
COZ6 MH 5.3 
COZ7 HH 0.5 
COZ8 LH 7.4 
COZ9 LH 7.3 
COZ10 LH 7.3 
COZ11 LH 7.2 
COZ12 ELH 8.0 
COZ13 ELH 7.6 
COZ14 ELH 7.4 
ELH = extra-low heat; LH = low heat; HH = high heat 
BIJLAGE B: Samenstelling modelkuvo's 
De matrixsamenstelling A van de modelkuvo's waaraan 1 0% MMP is toege-
voegd, is als volgt: 
Matrixsamenstelling A: Sojameel 5 % 
Zetmeel 3% 
Weipoeder 30 % 
Vetkern 50% 
Premix 2% 
90% (+ 10% MMP = 100%) 
De matrixsamenstelling B van de modelkuvo's waaraan 50% MMP is toegevoegd, is als volgt: 
Matrixsamenstelling B: Sojameel 5 % 
Zetmeel 3% 
Vetkern 40% 
Premix 2% 
50% (+ 50% MMP = 100%) 
De matrixmengsels A en B zijn gemengd met een aantal verschillende MMP's en KMP's 
(karnemelkpoeders), welke onderstaand zijn vermeld: 
High heat MMP = COZ 7 
Medium heat MMP= COZ 4 
Low heat MMP = COZ 11 
Extra low heat = COZ 12 
Zure KMP (RI KILT) 
Zoete KMP (RI KILT) 
NIZ0-0 (NIZO) 
MMP met een laag eiwitgehalte (34,8 %) 
MMP met een hoog eiwitgehalte (41 ,0 %) 
BIJLAGE C: ANALYSEVOORSCHRIFT 
Datum: 24-06-1991 Samensteller: H.J. Korbee 
Titel: Kunstmelkvoeders - De bepaling van het gehalte magere melkpoeder - FPLC. 
1 DOEL EN TOEPASSINGSGEBIED 
1.1 Toelichting 
Met de hier beschreven methode is het mogelijk het gehalte magere melkpoeder (MMP} te bepalen 
in kunstmelkvoeders (KUVO) van zeer uiteenlopende aard. De verhittingsgraad van de verwerkte 
melkpoeder is niet van invloed op de gehaltebepaling. Dit komt doordat gekwantificeerd wordt op 
basis van het gehalte p-caseine, een melkeiwit dat vrijwel ongevoelig is voor hittebehandeling. 
De methode is niet geschikt voor de bepaling van het gehalte zoete of zure-karnemelkpoeder i.v.m. 
hun slechte oplosbaarheid in waterige oplossing. 
1.2 Aantoonbaarheidsgrens 
Proefondervindelijk is bepaald dat de aantoonbaarheidsgrens 2 % (m/m} is. 
1.3 Bepaalbaarheidsgrens 
De bepaalbaarheidsgrens is 4 % (m/m). 
2 DEFINITIE 
Met deze methode wordt het gehalte magere melkpoeder in kunstmelkvoeders in % (m/m} bepaald. 
Kwantificering vindt plaats op basis van het gehalte p-caseine. 
3 BEGINSEL 
KUVO's worden gereconstitueerd in een EDTA-oplossing, waarna door toevoeging van ureum de 
caseïnemicellen worden gedissocieerd. 
Na centrifugatie en filtratie worden de caseinas gescheiden met FPLC gebruikmakend van een 
anionenwisselaarkolom. Detectie vindt plaats bij 280 nm. Identificatie vindt plaats op basis van de 
retentietijd van p-caseine. Uit de verhouding van de piek-oppervlakten van p-caseine in de KUVO 
en het standaardmonster wordt het gehalte MMP in de KUVO berekend. 
4 PRECISIE 
Herhaalbaarheid 
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Het verschil tussen de uitkomsten van twee bepalingen, gelijktijdig of kort na elkaar uitgevoerd 
onder gelijke omstandigheden door dezelfde persoon, dient niet groter te zijn dan 1 % absoluut + 
3 % relatief van het bepaalde gehalte MMP. 
Reproduceerbaarheid 
Niet bekend 
5 REAGENTIA 
Indien niet anders vermeld dient de kwaliteit van de reagentia proanalyse te zijn. Verwijzingen naar 
product en/of fabrikant dient enkel ter informatie en identificatie en houdt geen uitsluiting in van 
andere produkten en/of fabrikanten die mogelijk ook voldoen. 
5.1 Gedemineraliseerd en gedeoniseerd water met een minimale weerstand van 1 0 Megaohm-cm 
(Milli-Q systeem, Millipore). Indien in de tekst •water" wordt vermeld, wordt hiermee bovenstaande 
kwaliteit bedoeld. 
5.2 Natriumhydroxide (Merck 6498) 
5.2.1 Natriumhydroxide 10 N. 
Los 40 gram natriumhydroxide (5.2) op in water en vul aan met water tot 1 00 mi. 
5.3 EDTA (Titriplex 111) (Merck 8418). 
5.3.1 EDTA oplossing 0.05 M. 
Los 18,6 gram EDTA (5.3) op in water en stel met 10 N NaOH (5.2.1) de pH op 8.3 + 0.2 en vul 
aan met water tot 1,0 liter. 
5.4 Ureum (Merck 8487). 
5.5 Tris ((hydroxymethyl)-aminomethaan) (Merck 8382). 
5.6 Natriumchloride (Merck 6404). 
5.7 Zoutzuur 37% (Merck 317). 
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5. 7.1 Zoutzuur 8 N. 
Meng 66 mi zoutzuur (5. 7) voorzichtig met water en vul aan met water tot een volume van 1 00 mi. 
5.8 Eluens A (low-strength buffer). 
0.02 M Tris-HCI, 0.2 M NACI, 6 M ureum buffer pH 8.5 
Los 1080.0 gram ureum (5.4), 7.27 gram Tris (5.5) en 35.06 gram NaCI (5.6) op in water en vul aan 
tot 3.0 liter. Stel met 8 N HCI (5.7.1) de pH op 8.5 ± 0.1. Filtreer over een 0.22 ~tm filter (6.6). 
5.9 Eluens B (high-strength buffer). 
Los 17.53 gram NaCI (5.6) op in eluens A (5.8) en vul met eluens A aan tot 1.0 liter. 
5.1 o Standaard 1 00% magere melkpoeder (NIZ0-0 *). 
5.11 Ethanol (Merck 983). 
5.11.1 Bewaarvloeistof voor de Mono Q kolom 
Meng 200 mi ethanol (5.1 0) met 800 mi water en filtreer over een filter van 0.45 "m (6.6.2). 
Indien het FPLC-systeem langer dan 48 uur niet gebruikt wordt, moet het systeem en de kolom 
worden gespoeld en gevuld met bovenstaande vloeistof. 
*Te verkrijgen bij het NIZO, Postbus 20, NL-671 0 BA Ede. 
Poeders die hetzelfde resultaat geven als het NIZO-poeder mogen ook worden gebruikt. 
6 APPARATUUR 
Verwijzing naar een product en/of fabrikant dient enkel ter informatie en identificatie en houdt geen 
uitsluiting in van andere producten en/of fabrikanten die mogelijk ook voldoen. 
Normaal in een analytisch-chemisch laboratorium aanwezige apparatuur met in het bijzonder: 
6.1 Multipoint magnetische roerplaat + toebehoren (Variomag) 
6.2 Gethermosteerd waterbad 40 oe ± 1 oe 
6.3 Centrifuge met koeling tot minimaal 4 °C, welke tenminste een versnelling kan bereiken van 
8500 g. Plus daarbij behorende centrifugebuizen met een inhoud van minimaal 5 mi. 
6.4 Wegwerp injectiespuiten 2 mi (Terumo) 
4 
6.5 Filters voor filtratie van de monsters 
6.5.1 0.2 Jlm Injectiefilter (low protein binding) (Acrodisc no. 4195, Gelman Sciences). 
6.5.2 0.45 Jlm Injectiefilter (low protein binding) (Acrodisc no. 4184, Gelman Sciences). 
6.5.3 1.2 llm Injectiefilter (low protein binding) (Acrodisc no. 4190 , Gelman Sciences). 
6.6 Filter voor filtratie van de elutiemiddelen. 
6.6.1 0.22 Jlm filter, Millipere type GS cat no. GSTF04700. 
6.6.2 0.45 Jlm filter, Millipere type HA cat no. HAWP04700. 
6. 7 FPLe apparatuur. 
6. 7.1 Twee vloeistofpompen (Pharmacia P-500) 
6. 7.2 Le-controller (Pharmacia Lee-500) 
6.7.3 Automatisch injectiesysteem (Pharmacia AeT-100), voorzien van een 25 lll injectieloop met een 
motorkraan (Pharmacia MV-7). 
6. 7.4 Kolomthermostaat 25 oe ± 0.1 oe . 
6. 7.5 Voorfilter (Pharmacia no. 19-5082-01) 
6. 7.6 Analytische kolom: Anion exchange, deeltjes grootte 1 0 Jlm lengte 5 cm, interne diameter 5 
mm (Pharmacia Mono Q HR 5*5, no. 17-0546-01). 
6.7.7 UV-detector, golflengte 280 nm (Pharmacia UV-1) 
6.8 Parafilm (PM-992, American National ean) 
6.9 Integratie/ dataverwerkingssysteem (Nelson 2600 software pakket) 
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7 WERKWIJZE 
7.1 Algemeen 
Reconstitutie van het poeder 
Dissociatie van de caseinemicellen 
Centrifugatie 
Filtratie 
Vloeistofchromatografie (FPLC). 
7.2 Voorzorgsmaatregelen 
Ureum is een middel om eiwitstructuren te verbreken. Bijzondere aandacht moet dan ook worden 
besteed aan de bescherming van de huid en de ogen indien gewerkt wordt met ureum en 
oplossingen van ureum. 
7.3 Bepaling 
Opmerking 1: In verband met de beschikbare ruimte in de monsterwisselaar (6.7.3) kunnen per 
monsterserie kunnen, exclusief de standaarden, maximaal 16 monsters in duplo worden 
geanalyseerd. 
Opmerking 11: Werk bij iedere serie monsters 2.00 gram van de standaard (5.1 0) op in duplo, 
volgens onderstaande procedure. 
7.3.1 Reconstitutie 
Weeg in duplo 2.00 gram + 0.01 van het gehomogeniseerde monster af in een bekerglas van 100 
mi. Voeg onder roeren m.b.v. een magnetische roerder (6.1) 20.00 mi 0.5 M EDTA (5.2.1) van 40 
oe toe. Roer de oplossing tenminste een half uur krachtig. 
7.3 .2 Dissociatie 
Weeg 5.0 gram ureum (5.4) af in een bekerglas van 100 mi. Voeg 10.00 mi eluens A (5.8) toe. Voeg 
10.00 gram van de oplossing verkregen onder 7.3.1 toe. Roer dit mengsel gedurende tenminste een 
half uur m.b.v. de magnetisch roerder (6.1). 
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7.3.3 Centrifugatie 
Breng een aliquot (± 5 gram) van de oplossing verkregen onder 7.3.2 in een centrifugebuis (6.3). 
Centrifugeer gedurende 15 minuten bij 4 °C en 8500 g (6.3). 
7.3.4 Filtratie 
Neem m.b.v. een pasteurpipet ± 2 mi heldere oplossing uit de centrifugebuis en breng deze In een 
wegwerpinjectiespuit (6.4) waaraan één of meerdere filter(s) (6.5) is (zijn) bevestigd (zie opmerking 
1). Breng het filtraat in een injectievaatje. Dek het injectievaatje af met parafilm (6.8). 
OPMERKING 1: Welk(e) filter(s) men moet gebruiken is sterk afhankelijk van de samenstelling van 
het monster. Veel gestold vet boven in de centrifugebuis en/of veel onoplosbaar materiaal op de 
bodem van de centrifugebuis duiden vaak op slechte filtreerbaarheid. In deze gevallen is het aan 
te bevelen voor de uiteindelijke filter van 0.2 "m (6.5.1) een filter van 0.45 J.lm (6.5.2) te plaatsen. 
Bij nog enigszins troebele monsters is het vaak noodzakelijk om voor het 0.45 ILm filter nog een 1.2 
ILm filter (6.5.3) te plaatsen. 
7.3.5 Chromatografie 
Programmeer de systeemregelaar (6. 7.2) als volgt: 
Gradientprogramma FPLC. 
Tijd Flow E luens A (5 . 7) Eluens B (5 .8) 
(min) (ml/min) ( %) (%) 
1.0 100 0 
20 1.0 50 50 
20.1 1.0 0 100 
25 1.0 0 100 
25.1 1.0 100 0 
30 1.0 100 0 
(35) (0) (100) (0) 
Direct na injectie (tijdstip 0) dient het gradientprogramma gestart te worden. 
7.3.6 Systeemcontrole 
Voorafgaand aan de FPLC-analyse van de monsters dient eerst gecontroleerd te worden of de 
analyse van de standaard aan een aantal criteria voldoet. 
Injecteer hiertoe 25 pi van het standaard·filtraat (7.3.4). 
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Criteria: 1} controleer of het chromatografisch beeld overeen komt met dat van figuur 1; 
2} de retentietijd van p-caseine moet 7.5 ± 1 min bedragen; 
3} in het chromatogram moet de plaats van de geêxtrapoleerde basislijn worden 
gecontroleerd. Deze dient van •valley to valley• te lopen. Corrigeer de basislijn 
zonodig m.b.v. de nelson-programmatuur. 
7.3. 7 Monsteranalyse 
Chromatografeer achtereenvolgens 25 JJI van de duplo standaarden gevolgd door zes monsterinjec-
ties, hierna weer twee injecties vanuit de duplo standaardextracten enz. Een serie monsterinjecties 
dient altijd afgesloten te worden door injectie van beide standaarden. Per monsterserie dienen dus 
minimaal 4 standaard-injecties plaats te vinden. 
0 5 10 15 20 
Figuur 1: Chromalogram van de NIZ0-0 standaard. At (min) 
8 WEERGAVE VAN DE RESULTATEN 
8.1 Interpretatie 
Controleer bij alle chromalogrammen of de gextrapoleerde basislijn op de juiste manier is geplaatst. 
Deze dient van "Valley to valley• te lopen. Corrigeer zonodig de plaats van de basislijn m.b.v. de 
nelsonprogrammatuur (6.9} en voer een herintegratie uit. Controleer tevens het chromalogram op 
eventuele afwijkingen t.o.v. het standaardchromatogram (figuur 1}. Afwijkingen kunnen veroorzaakt 
zijn door een slechte werking van de apparatuur of de kolom of de aard van het monster. 
Bij afwijkingen moet de analyse worden herhaald. 
Magere melkpoeder wordt geacht in het monster aanwezig te zijn indien de retentietijd van 
p-caseine niet meer dan (0.4 min} afwijkt van het gemiddelde van de retentietijd van de 
geinjeeteerde standaarden. 
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Verder mag het verschil tussen het gemiddelde piekoppervlak van p-caseine van de beide 
standaarden niet meer zijn dan 4 % van het gemiddelde van beide gemiddelden. 
In formule: 
(X- Y) * 100% 
(X + Y) * 0.5 
X= gemiddeld piekoppervlak p-caseine St I 
Y = gemiddeld piekoppervlak p-caseine St 11 
8.2 Berekeningen 
Gehalte MMP in KUVO in % (m/m))= R * 100% 
A 
A= het gemiddeld piekoppervlak van p-caseine in de standaarden. 
A= het piekoppervlak van p-caseine in het monster. 
Het verschil tussen twee duplo bepalingen mag niet meer zijn dan 1 % absoluut + 3 % relatief van 
het bepaalde gehalte MMP. 
9 Registratie 
Vul per monsterserie een waarnemingsformulier (bijlage I) in. 
De computerreports (nelson) van de totale monsterserie, inclusief de standaarden, dient samen met 
de berekening en het waarnemingsformulier ten minste 1 jaar gebundeld bewaard te worden. 
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r9130.ac 
Waarnemingsformul i er Bijlage 1 bij intern voorschrift: A0638 
Bepaling : MMP in KUVO L ijst A0638/1 d.d. : 
Analysedatum monsterserie: anal ist: 
Rikilt soort gedecL Rt 13-cas piekopp. gehalte opmerkingen I 
nr. monster gehalte m1n % m/m bijzonderheden 
St I 100 % batchnr: 
St 11 100 % batchnr: 
I 
St I 100 % batchnr: 
St 11 100 % batchnr: 
Gem. opp. St I = Verschil in%= (zie 8.2) 
Gem. opp. St 11 = 
--
~ ------ ·-· -
